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(57) Zusammenfassung 

Peptide, dadurch gekennzeichnet, daB ihre Aminosauresequenz Teilen der Aminosauresequenz von Insulin-like growth factor binding 
protein entspricht sowic cyclischc, glycosylicrte, phosphorylierten, acetylierten, amidierten und/oder sulfatierten Derivatc. 
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Insulin-like Growth Factor Binding Protein Fragmente und ihre Ver wen dung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide mit zellproliferativen und zellprotektiven 
Eigenschaften, Komplexe der Peptide mit humanem Insulin-like growth factor I und II (IGF) 
sowie die damit in Verbindung stehenden Nucleinsauren, Antisensenucleotide, Antikdrper und 
Inhibitoren. 

Insulin-like Growth Factor Binding Proteine sind untcr andcrcm von Shimasaki, S. und Ling, N. 
in Prog. Growth Factor Res. 3 (1991) 243-266 und Zapf, J. in Eur. J. Endocrinol. 132 (1995) 
645-654 beschrieben worden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide, deren Aminosauresequenz Teilen der 
Aminosauresequenz von Insulin-like Growth Factor Binding Proteinen entspricht sowie cy- 
clische, glycosylierte, phosphorylierte, acetylierte, amidierte und/oder sulfatierte Derivate davon. 
Diese erfindungsgemafien Peptide werden als IGFBP oder IBP bezeichnet. 

Bevorzugte Peptide sind solche, die natiirlicherweise vorkommen und beispielsweise aus Hamo- 
filtrat isolicrt werden konnen. Vorzugsweise weisen die Peptide eine Lange von 61 bis 115 
Aminosauren auf. Besonders bevorzugt sind Peptide, die Sequenzen aufweisen, die N- oder C- 
tenninalen Sequenzen von Insulin-like Growth Factor Binding Proteinen entsprechen. 

Bevorzugte Peptide sind Peptide mit der Aminosauresequenz der Formel 

R.-C-X.-PNC-Xj-QC^-CWCV-^-C-R^ 

worin 

R, NH 2 , eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend bis zu 41 
Aminosauren, X, ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 Aminosauren, 
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X 2 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 9 Aminosauren, X 3 ein Peptid mit einer 
Aminosauresequenz umfassend 10 Aminosauren, X 4 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz 
umfassend 18 bis 24 Aminosauren, R 2 COOH, CONH 2 oder ein Peptid mit bis zu 12 Amino- 
sauren darstellt und cyclische, glycosylierte, phosphorylierte, acetylierte, amidierte, sulfatierte 
Derivate sowie Fragmente mit der physiologischen Fahigkeit des IGFBP. 

Das Peptid weist zellproliferative und zellprotektive Eigenschaften auf. 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen Disulfidbrucken aufweisen, so dafl sie der allgemeinen 
Formel 

R r C-X,-PNC-X 2 -QC-X r CWCV-X 4 -C-R 2 

entsprechen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weisen die Peptide an einer oder mehrerer der folgenden 
Positionen der Aminosauresequenz ein Glycin auf. X 2 an Position 4, X 3 an Position 9, X 4 an 
Position 4 oder 5 und/oder X 4 an Position 9 oder 10. 

Es ist weiter bevorzugt, dafl X, an der Position 8 L oder V ist und/oder X, an der Position 1 1 L 
oder I ist und/oder X 2 an der Position 1 D oder. N ist und/oder X 2 an der Position 9 K oder R ist 
und/oder X 3 an der Position 3 S oder A ist und/oder an der Position 8 R oder A ist. 



In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird Rj ausgewaiilt aus 



APS EEDHS I LWDAI STYDGSKALHVTNI KKWKEP (SEQ ID NO: 1), 
GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP (SEQ ID NO: 2) , 
GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP (SEQ ID NO: 3), 
GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP (SEQ ID NO: 4), 
KVNGAPREDARPVPQGS (SEQ ID NO: 5), 

LTQSKFVGGAENTAHPRI I SAPEMRQESEQGP (SEQ ID NO: 6) , 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP (SEQ ID NO: 7) und/oder 
X, ausgew^hlt aus 



RIELYRWESLAKAQETSGEEISKFYL (SEQ ID NO: 8), 
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QQELDQVLERI STMRLPDERGPLEHLYSLHI (SEQ ID NO : 9), 
RREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHI (SEQ ID NO: 10), 
QSELHRALERLAASQSRTHEDLYI IPI (SEQ ID NO : 11), 
RRHMEASLQELKASPRMVPRAVYL (SEQ ID NO: 12), 
RRHLDSVLQQLQTEVYRGAQTLYV (SEQ ID NO: 13) und/oder 



X 2 ausgewahlt aus 



NKNGFYHSR (SEQ ID NO : 14), 

DKHGLYNLK (SEQ ID NO: 15) , 

DKKGFYKKK (SEQ ID NO: 16), 

DRNGNFHPK (SEQ ID NO : 17), 

DRKGFYKRK (SEQ ID NO: 18), 

DHRGFYRKR (SEQ ID NO: 19) und/oder 



X 3 ausgewahlt aus 



ETSMDGEAGL (SEQ ID NO: 20), 

KMSLNGQRGE (SEQ ID NO: 21) , 

RPSKGRKRGF (SEQ ID NO: 22) , 

HPALDGQRGK (SEQ ID NO: 23), 

KPSRGRKRGI (SEQ ID NO: 24), 

RSSQGQRRGP (SEQ ID NO: 25) und/oder 



x 4 ausgewahlt aus 

YPWNGKRIPGSPEIRGDPN (SEQ ID NO: 26), 
NPNTGKLIQGAPTIRGDPE (SEQ ID NO: 27) , 
DKYGQPLPGYTTKGKEDVH (SEQ ID NO: 28), 
DRKTGVKLPGGLEPKGELD (SEQ ID NO: 29), 
DKYGMKLPGMEYVDGDFQ (SEQ ID NO : 30), 
DRMGKS LPGS PDGNGS S S (SEQ ID NO: 31) und/oder 

R 2 ausgewahlt aus 



QIYFNVQN (SEQ ID NO: 32), 
HLFYNEQQEARGVHTQRMQ (SEQ ID NO: 33), 
HLFYNEQQE (SEQ ID NO: 34), 
YSMQSK (SEQ ID NO: 35), 
HQLADSFRE (SEQ ID NO : 3 6), 
HTFDSSNVE (SEQ ID NO: 37), 
PTGSSG (SEQ ID NO: 38) . 



Bevorzugte Peptide weisen folgende Sequenzen auf 
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IGFBP-1 

AP S EEDHS I L WD A I S T YDG S KALH VTN I KKWKE P CR I E L YR WE SLAKAQET S GEE I S KF YL P 
NCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSPEIRGDPNCQIYFNVQN (SEQ ID 
NO: 39) 

IGFBP-2 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHIPNCDKHG 
LYNLKQCKNSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 
(SEQ ID NO: 40) 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHIPNCDKHG 
LYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 
(SEQ ID NO: 45) 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHIPNC 
DKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK (SEQ ID NO: 
41) 

KVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHIPNC 
DKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK (SEQ ID NO: 
46) 

HPLHSKI III KKGHAKDSQRY (SEQ ID NO: 47) 
IGFBP-4 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRCGSGLRCYPPR 
GVEKPLHTLMHGQGVCMELAE I EAI QESLQPSDKDEGDHPNNS F S PCS AHDRRCLQKHFAKI R 
DRSTSGGKM (SEQ ID NO: 48) 

KVNGAPREDARP VPQGS CQS ELHRALERLAASQSRTHEDL Y 1 1 PI PNCDRNGNFHPKQCHPAL 
DGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSFRE (SEQ ID NO: 42) 

IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPRI ISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPRAVYLPNCDRK 
GFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTFDSSNVE (SEQ ID NO * 
43) 

KFVGGAENTAHPRI ISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPRAVYLPNCDRK 
GFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTFDSSNVE (SEQ ID NO: 
49) 

HTR I S ELKAEAVKKDRRKKLTQS (SEQ ID NO: 50) 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSVLQQLQTEVYRGAQT 
LYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMGKSLPGSPDGNGSSSCPTGSSG (SEQ 
ID NO: 44) 
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Die erfindungsgemaBen Peptide Iassen sich durch Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat oder 
Urin, durch Festphasenpeptidsynthese oder durch Expression in rekombinanten Mikro- 
organismen erhalten. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin die Komplexe der erfindungsgemaBen Peptide mil hu- 
manem Insulin-like growth factor-I und/oder humanem Insulin-like growth factor-II sowie 
dessen physiologisch aktiven Fragmenten und/oder Derivaten, insbesondere amidierte, acety- 
lierte, sulfatierte, phosphorylierte und/oder glykosylierte Derivate. 

Gegenstand der Erfindung sind dariiber hinaus Nucleinsauren, die fur die erfindungsgemaBen 
Peptide kodieren, Antisensenucleotide, die unter stringenten Bedingungen an eine Nucleinsaurc 
binden, die fur das erfindungsgemaBe Peptid kodiert, Antikorper, die an die erfindungsgemaBen 
Peptide binden, Inhibitoren, die die biologische Aktivitat der Insulin-like Growth Factor Binding 
Proteine hemmen, Inhibitoren, die die Expression von Insulin-like Growth Factor Binding Pro- 
teinen hemmen. 

Die erfindungsgemaBen Peptide, Komplexe, Nucleinsauren, Antisensenucleotide, Antikorper 
und Inhibitoren eignen sich insbesondere zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
der Uber- oder Unterexpression von Insulin-like Growth Factor Binding Proteine, zur Be- 
handlung von Muskelschwund, Osteoporose, Diabetes, amyloidaler lateraler Sklerose, periphe- 
ren und zentralen Neuropathien, entziindlichen Prozessen, gestorten Entziindungsreaktionen, 
Tumorerkrankungen, entziindlichen und neoplastischen Erkrankungen, Wachstumsstdrung, Er- 
krankung der Muskulatur, Erkrankung des Knochenapparates und/oder zur Wund- und Kno- 
chenheilung. 

Insbesondere Komplexe von IGFBP mit IGF-I oder IGF-U eignen sich zur Behandlung von 
Knochenerkrankimgen. 

Die erfindungsgemaBen Peptide und die Komplexe der Peptide mit Insulin-like growth factor 
weisen eine zellproliferative Aktivitat auf. 
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Die erfindungsgemaBen Peptide regulieren die Freisetzung des IGF-I und IGF-I] aus den Kom- 
plexen an ihrem Wirkort. Die Coadministration der erfindungsgemaBen Peptide mit IGF-I oder 
IGF-II verlangert die biologische Halbwertzeit und damit die Verfiigbarkeit der letztgenannten. 
Die durch Injektion von freiem IGF-I oder IGF-II induzierte Hypoglykamie wird durch die 
Coadministration der erfindungsgemaBen Peptide verhindert. 

Die erfindungsgemaBen Peptide haben desweiteren eine wachstumsfordemde Wirkung auf 
Knochenzellen und fuhren zu einer Verstarkung oder Modulation der Wirkung von Wachstums- 
hormonen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die erfindungsgemaBen Peptide, Komplexe, 
Nucleinsauren, Antisensenucleotide, Antikdrper und Inhibitoren in einer pharmazeutisch ubli- 
chen Darreichungsform in einem Arzneimittel enthalten. Sie eignen sich zur oralen, intraven- 
dsen, intramuskularen, intracutancn, intrathekalen Anwendung oder als Aerosol zur transpulmo- 
nalen Applikation. Die Menge an zu verabreichenden Peptid betragt 1 fig bis 1 g pro Dar- 
reichungseinheit pro Tag. 

Die erfindungsgemaBen Nucleinsauren und/oder Antisensenucleotide eignen sich auch zur Her- 
stellung eines Medikamentes zur Behandlung somatischer oder nicht-somatischer Generkran- 
kungen. 

Das erfindungsgcmaBe Diagnostikmittel enthalt die erfindungsgemaBen Peptide, Komplexe, 
Nucleinsauren, Antisensenucleotide, Antikdrpem und/oder Inliibitoren. 

Bcvorzugterweise enthalt das Diagnostikmittel poly- oder monoklonale Antikdrper gegen das 
erfindungsgemafle Peptid, wobei die Antikdrper fluoreszenz- oder radioaktiv-markiert sein 
kdnnen, urn in den bekannten ELISA oder RIA eingesetzt werden zu kdnnen. Jedoch kann das 
Diagnostikmittel auch Nucleinsauren enthalten, die in modifizierter oder markierter Form in 
dem Fachmann bekannten Tests wie PCR oder Finger-Printing zum Einsatz kommen. 

Die erfindungsgemaBen Diagnostikmittel eignen sich insbesonderc zur Diagnose von Funktions- 
stdrungen des Knochens, der Muskeln, des Nervensystems, der Lymphorgane, des Magen- 
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Darm-Traktes, des Immunsystems, von Diabetes, inflammatorischen und neoplastischen Prozcs- 
sen sowie als Marker bei Krebs. 

Insbesondere das gleichzeitige Auftreten mehrerer Fragmente von BP-4 oder BP-5 im Plasma, 
insbesondere der N- und C-terminalen Domanen eignet sich als Marker fur Erkrankungen des 
KnochenstofFwechsels. Die entsprechenden Peptide konnen entweder massenspektroskopisch 
nachgewiesen oder, bevorzugt durch Immunreaktion mit entsprechenden Antikorper. 

Figur 1 zeigt ein Alignment der Konsensussequenzen von C-terminalen Fragmenten der Insulin- 
like Growth Factor Proteine. 

Figur 2 zeigt die schematische Struktur der Insulin-like Growth Factor Proteine mit den cystein- 
reichen N- und C-terminalen Domanen. 

Figur 3 zeigt die schematische Struktur der Insulin-like Growth Factor Proteine sowie die Se- 
quenz der aus Hamofiltrat isolierten biologisch aktiven Fragmente. 

Figur 4 zeigt die Isolierung des osteoanabolen Faktors IGFBP-4-1 1 aus humanem Hamofiltrat 
(siehe Beispiel 3). 

Figur 5 zeigt die Sequenz- und Schwefelbriickenanalyse des osteoanabolen Faktors IGFBP-4- 
1 1. Die Cysteine 153-183, 194-205 und 207-228 sind verbriickt. 

Figur 6 zeigt die biologische Wirkung des osteoanabolen Faktors IGFBP-4-1 1. Nach einer 
Inkubation von serumfrei gehaltenen primaren Rattenosteoblasten fur (A) 24 Stunden, (B) 48 
Stunden und (C) 72 Stunden mit IGFBP-4-1 1 zeigt sich die proliferationsfordernde Wirkung des 
IGFBP-4-1 1. In dosisabhangiger Weise wird ein Anstieg der DNA-Syntheserate gefunden, 
gemessen als Einbau von Bromodesoxyuridin (BrdU). 

Figur 7 zeigt die spezifische Bindung an Osteoblasten und den moglichen Rezeptor fur den 
osteoanabolen Faktor IGFBP-4-1 1 (als IGFBP-4 136237 bezeichnet). A: Radioaktiv markiertes 
IGFBP-4-1 1 zeigt eine durch steigende Mengen an nicht-markiertem IGFBP-4-1 1 verdrangbare 
spezifische Bindung an primare Osteoblastenzellen. B: Radioaktiv markiertes IGFBP-4-1 1 
konnte, nachdem es an Osteo-blasten gebunden hat, chemisch mit seinem putativen Rezeptor- 
molekul vernetzt werden und anschlieflend durch Gelelektrophorese und nachfolgende Autora- 
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diographie nachgewiesen werden. Der Ligand-Rezeptor-Komplex hat ein Molekulargewicht von 
etwa 120 kDa. Die Bildung des Komplexes wind begiinstigt durch Saponin, ein en Membranpo- 
renbildner. Die Komplexbildung wird verhindert durch Zusatz eines Uberschusses an nicht- 
markiertem IGFBP-4-1 1 zum Inkubationsansatz. 

Die Aufreinigung des erfindungsgemalien Peptids bzw. seine Komplexes wird durch die nach- 
folgenden Beispiele erlautert: 

Beispiel 1 

Aufreinigung und peptidchemische Analyse des 1GFBP-2-13 

Die erfindungsgemaflen Peptide sind durch ein Reinigungsverfahren ausgehend vorn humanern 
Hamofiltrat erhaltlich. Dieses patentierte Verfahren (Forssmann, W.-G. (1988), Offenlegungs- 
schrift DE 36 33 707 Al), welches fur die Gewinnung von Eiweiflstoffen aus Hamofiltrat ent- 
wickelt wurde, wurde in modifizierter Form auch zur Aufreinigung des Peptidkomplexes einge- 
setzt. 

Hamofiltrat-Batch-Extraktion 

Hamofiltrat fallt bei dcr Ultrafiltration des Blutes von Nierenkranken in grofien Mengen an. 800 
bis 1.000 1 Hamofiltrat werden mit HC1 auf einen pH-Wert von 2,7 eingestellt und mit Wasser 
auf eine Leitfahigkeit von 5,5 mS/cm verdiinnt und mit einer Fluflrate von 3 1/rnin auf einen 
starken Kationenaustauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M), 25 cm x 20 cm 
Flup: 3 1/min 

Detektion: 280 nm, pH, Leitfahigkeit 

Puffer A: Hamofiltrat pH 2,7, Leitfahigkeit 5,5 mS/cm 

Puffer B : 0,5 M Ammoniumacetat 

Anlage: Autopilot Chramatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftragung der insgesamt 1 .000 1 Flussigkeit uber Nacht wird mit mehreren Saulenvolu- 
mina 5 mM HC1 gespiilt. Die Elution der gebundenen Peptide erfolgt als Batch-Elution mit 0,5 
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M Ammoniumacetat. Hierbei wird eine komplette Elution der Peptide iiber steigenden pH-Wert 
(6,8 bis 7,2) und steigende Leitfahigkeit (56 mS/cm) in etwa 5 1 Eluat erreicht. 

Erste preparative Auftrennung 

Die Ammoniumacetat-Eluate der Batch-Extraktion werden in Mengen von 5.000 bis 10.000 1 
Hamofiltrat-Peptid vereinigt. Nach pH-Einstellung auf 2,7 wird das Peptidextrakt unter Zumi- 
schung von VE-Wasser mit einer Leitfahigkeit von 5,5 mS/cm auf den praparativen Kationen- 
austauscher aufgetragen. 

Cliromatoeraphiebedingungen: 

Saule: Vantage 250 VA 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M), 25 cm x 20 cm 
FluP: bis zu 3 I/min wahrend des Auftrages, 

0,5 bis 1 I wahrend der Elution 
Detektion: 280 run, pH, Leitfahigkeit 

Probe: Hamofiltrat pH 2,7, Leitfahigkeit 5,5 mS/cm 

Anlage: Autopilot Chromatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftrag des Rohextraktes uber 240 min wird die Saule mit 0,01 M HC1 gespult, bis die 
Leitfahigkeit unter 1 mS/cm ist. Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den im folgen- 
den angegebenen Puffem 



Puffer 


pH-Wert 


Puffersubstanzen 


Leitfahigkeit 
(mS/cm) 


Waschpuffer 


2,0 


0,01 M HC1 


1 


Elutionspuffer 1 : 


3,6 


0,1 M Zitronensaure-l-hydrat 


2,9 


Elutionspuffer 2: 


4,5 


0,1 M Essigsaure + 0,1 M Na- 
triumacetat 


4,0 


Elutionspuffer 3: 


5,0 


0,1 M Apfelsaure 


6,2 


Elutionspuffer 4: , 


5,6 


0,1 M Bernsteinsaure 


6,1 


Elutionspuffer 5: 


6,6 


0,1 M NaH,PO a 


4,9 


Elutionspuffer 6: 


7,4 


0,1 MNaH,PO, 


6,7 


Elutionspuffer 7: 


9,0 


0, 1 M Ammoniumcarbonat 


6,7 



Die Eluate 1-7 werden als pH-Pool I- VII bezeichnet. Sie werden separat gesammelt und ab- 
schliepend mit VE-Wasser gespult. Die Elution erfolgt bis zum Erreichen einer neuen Basisli- 
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nie, wobei fur die einzelnen pH-Pools I bis VII Elutionsvolumina von 10 bis 25 1 erreicht wer- 
den. 

Zweite praparative Auftrennung: 

Die einzelnen pH-Pools werden zur Fraktionierung und gleichzeitigen Entsalzung uber eine 
Reverse Phase Chromatographie getrennt 

Chromatoeraphiebedingungen: 

Saule: FineLine 100 (Pharmacia, Freiburg) 

Saulenmaterial: Source RPC, 15 10 x 12,5 cm (FineLine 1 00) 

Flufi: 150 mL/min (FineLine 100) 

Detektion: 280 nm, Leitfahigkeit, pH 

Puffer A: lOmMHCl 

Puffer B: 80% Acetonitril in 1 0 mM HC1 

Gradient: 0 bis 60% Puffer B in 5 Saulenvolumen 

Nach Auftrag der pH-Pools wird die Saule mit Puffer A gespult. Wahrend der Elution werden 
Fraktionen zu 200 ml gesammelt. Aliquots der Fraktionen werden im Bioassay getestet. Die 
Fraktionen werden gefriergetrocknet und bei -20EC gelagert. 

Semipraparative Reverse-Phase CI 8-Chromatographie: 

Die im Assay bioaktiven Fraktionen 1 1 und 12 aus pH-Pool V wurden uber eine semipraparati- 
ve Reverse-Phase Saule aufgetrennt. Die Fraktionen 21 bis 25 enthielten die erfindungsgemafle 
Substanz. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Vydac RP-C 1 8 1 5-20 |am, 300 A 

Puffer A: 0,1% TTA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 5 bis 50% B in 45 min, 50 bis 100% B in 10 min 

FluB: 42 ml/min 

Detektion: 2 1 4 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage: BioCad 

Fraktionen: a 1,5 min ab Start des Gradienten 



Semipraparative Reverse-Phase CI 8-Chromatographie: 
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Die bioaktiven Fraktionen 21 bis 25 aus der vorhergehenden Chromatographic wurden uber die 
gleiche semipraparative Reverse Phase Saule aufgetrennt. Als Laufmittel wurde jedoch Metha- 
nol verwendet. Die Fraktion 24 enthielt die erfindungsgemaJJe Substanz. 

Chromatographiebedingungen: 



SSule: 

Fiillmaterial: 
Puffer A: 
Puffer B: 
Gradient: 

Flufl: 

Detektion: 

Chromatographieanlage: 
Fraktionen: 



4,7 cm x 30 cm Stalilsaule 

Vydac RP-C18 15-20 urn, 300 A 

0,1% TFA, 20% Methanol 

0,1% TFA, 100% Methanol 

0 bis 20% B in 6,5 min, 20 bis 80% B in 55 min, 

80 bis 100% Bin 13 min 

30 ml/min 

214nmund280nm 

BioCad 

a 1,5 min ab Start des Gradienten 
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Kationenaustauschchromatographie: 

Die bioaktiven Fraktionen 19 und 20 aus der vorhergehenden Chromatographic wurden iiber 
cine Kationenaustauscher-Saule aufgetrennt. Die Fraktionen 45 bis 47 enthielten die er- 
findungsgemafie Substanz. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 1 cm x 5 cm Stahlsaule 

Fiillmaterial: Pepkat, Biotek 5 nm, 300 A 

Puffer A: 20 mM Natriumphosphat, pH 3,0 

Puffer B: 20 mM Natriumphosphat, pH 3,0, 1,5 M NaCl 

Gradient: 0 bis 50% B in 50 min, 50 bis 100% B in 1 0 min 

Flu/3: 3 ml/min 

Detektion: 280 nm 

Chromatographieanlage: BioCad Sprint 

Fraktionen: a 1,5 min ab Start des Gradienten 

Analvtische Reverse-Phase Chromatographic: 

Die bioaktiven Fraktionen 45 bis 47 aus der voriiergehendcn Chromatographic wurden sukzes- 
sive in mehreren identischen Laufen uber cine Reverse Phase - Saule aufgetrennt. Die Fraktion 
56 enthielt die erfindungsgemafie Substanz. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Vydac RP-C1 8 5 nm, 300 A 

Puffer A: 0,1%TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 5 bis 50% B in 45 min, 50 bis 100% B in 10 min 

FluC: 2 ml/min 

Detektion: 220 nm 

Chromatographieanlage: Kontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 
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Zweite Analvtische Reverse-Phase C18-Chromatographie: 

Die bioaklive Fraktion 56 aus dem vorhergehenden Treiinschritt wurde auf einer analytischen 
Reverse-Phase Saule weiter aufgereinigt. 

Chromatographiebedingungen: 



Saule: 0,46 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: YMC RP-C1 8, 5 ^m, 300 A 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 1 5 bis 50% B in 75 min, 75 bis 1 00% B in 1 0 min 

FluB: 0,7 ml/min 

Detcktion: 214 nm 

Cliromatographieanlage: Kontron 



Dritte Analvtische Reverse-Phase C3-Chromatographie: 

Ein Teil der bioaktiven Fraktion 45 aus dem vorhergehenden Trennschritt wurde direkt der 
Massen- und Sequenzanalyse unterzogen. Ein anderer Teil wurde reduziert und alkyliert (wie 
unter Beispiel 2 beschrieben) und dann auf einer analytischen Reverse-Phase Saule weiter aufge- 
reinigt. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 0, 1 cm x 1 5 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Zorbax RP-C3, 5 fim, 300 A Analytik verwandt wird, deutlich. 
Massenbestimmungen 

Alle Massenbestimmungen der unmodifiziertcn und modifizierten Peptide wurden auf einem 
MALDI-TOF Massenspektrometer durchgefiihrt. Die Molekiilmassen der Peptide wurden als 

IGF-II, 7471 Da; 
IGFBP-2, 12 681 Da; 
IGFBP-2, 12 865 Da 

bestimmt. 

Bestimmung von Cvsteincn/Modifizierang von Peptiden 
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Cysteine lassen sich nach vorheriger chemischer Derivatisierung, zum Beispiel nach Redukrion 
mit (J-Mercaptoethanol und Carboxamidomethylierung mit Iodacetamid, in der Peptid- 
Sequenzierung nachweisen. Nach der Derivatisierung schlieBt sich eine Entsalzung voreugswei- 
se iiber eine analytische Reverse-Phase Chromatographic mit einer Vydac RP-C18 Saule (4,6 
mm x 25 cm) an. Ein Teil der so modifizierten Peptide werden der Sequenzanalyse zugefuhrt, 
mit dem anderen Teil ergeben die Massenbestimmungen ein entsprechendes Molekulargewicht. 
Aus der Massendifferenz zum nativen Peptid wird geschlossen, da(3 die Peptide aus Hamofiltrat 
sechs Cysteine enthalten, welche zudem mit drei Disulfidbriicken untereinander verbunden sind. 

Sequenzbestimmung 

Sowohl die aufgereintgten nativen als auch die carboxamidomethylieilen Peptide werden mittels 
Edman-Abbau auf einem ABI 473 A Sequenzer unter Verwendung des Standard-Programms 
analysiert. 

Die Proben werden auf eine Polybrene-Membran in Mengen zwischen 100 und 400 pmol auf- 
getragen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Massenbestimmungen ergaben sich 
folgende N-terminale Sequenzen: 

IGFBP-2-13,MW 12681 

(reduziertes und mit Jodacetamid modifiziertes Molekul, MW 13045) 
Aminosauren 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQV... 
IGFBP-2-13,MW 12865 

(reduziertes und mit Jodacetamid modifiziertes Molekul, MW 13223) 
Aminosauren 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPP ARTPCQQELDQ V. . . 

IGF-n, MW 7471 

Aminosauren 

A YRPS ETLCGGEL. . . . 



WO 99/32620 



PCT/EP98/08405 



- 15 - 

Der C-Terminus wurde durch den Vergleich der gemessenen Molekularmasse mit der aus der 
Sequenz berechneten Masse bestimmt. Die Ubereinstimmung dieser Massen liegt in der MeBge- 
nauigkeit des MALDI-TOF-Massenspektrometers von 0,1% der Gesamtmasse. 

Datenbankvergleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programrnpakets an den SwissProl und 
EMBL-Nucleinsaure Datenbanken durchgefiihrt. Die Peptidsequenzen besitzt eine hundert- 
prozentige Identitat zu den aus der cDNA abgeleiteten Aminosauren des humanen IGFBP-2 
bzw. zur Aminosauresequenz von IGF-IL 

IGFBP-2 wurde bisher als ein 34 kD grofies Bindungsprotein beschrieben, dessen vollstandige 
Sequenzanalyse durch Analyse der zugehorigen cDNA (Binkert, C. et al, EMBO Journal Vol. 8 
(1989), Seiten 2497 bis 2502) erfolgte. IGF-II und auch IGF-I, welches cbcnfalls an IGFBP-2 
bindet, wurden dagegen in ihrer Struktur auf Protein- und DNA-Scquenzebene schon umfang- 
reich beschrieben (als Review: Rechler, M.M., & Nissley, S.P. (1990) Insulin-like growth fac- 
tors In: Peptide growth factors and their receptors (Spori, M.B., Roberts, A.B. eds.), Seiten 263 
bis 367, Springer- Verlag, Berlin). 

Beispiel 2 

Bestimmung der biologischen Aktivitat des IGF/IGFBP-2-13 

Die Isolierung des IGF/IGFBP-2-13 erfolgte anhand seiner biologischen Aktivitat in einem 
Uberlebensassay der PC- 12 (Pheochromocytom-Zellen)-Zellinie. Dazu wurden jeweils Aliquots 
der unter Beispiel 1 beschriebenen einzelnen Chromatographiestufen gefriergetrocknet und 
anschlieDend dem biologischen Assay zugefiihrt. Die Fraktionen, die jeweils ein positives Signal 
ergaben, wurden der weiteren Aufreinigung unterzogen. 

Der Assay mipt das Uberleben der Zellen, nachdem sie serumfrei gehalten wurden, indem 24 
Stunden nach Serumentzug die Aktivitat mitochondrialer Enzyme bestimnit wird. Als Positiv- 
Kontrolle wird in diesem Assay Nervenwachstumsfaktor (NGF) oder fotales Kalberserum (FCS) 
eingesetzt. 
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In 96 Loch-Platten werden 10.000 PC-12 Zellen pro Loch in serumfreien Medium ausgesat. Es 
erfolgt die Zugabe von Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent des Ausgangsmaterials) in die wells. 20 
Stunden spater wird die Uberlebensrate der Zellen mittels eines Wst-1 Substrats gemessen. 
Dieses Substrat wird von mitochondrialen Enzymen umgesetzt Die entstehende Farbstoffinten- 
sitat wird bei 405 nm im ELISA- Reader gemessen, die Referenzwellenlange liegt dabei bei Uber 
600 nm. 

Der IGF/IGFBP-2-13 Komplex besitzl in dosisabhangigerweise eine iiberlebensforderende 
Wiricung auf PC-12 Zellen. Diese Zellen entsprechen neuronalen Vorlauferzellen, so dap man 
davon ausgehen kann, das IGF/IGFBP-2-13 ein neuroprotektiver Faktor ist. 

BeispicI 3 

Aufreinigung des erfindungsgemafien Peptids IGFBP-4-1 1 

Die Aufreinigung des erfindungsgemafien Peptid IGFBP-4-1 1 erfolgte bis zur Stufe der zweiten 
praparativen Auftrennung vollig analog zu der unter Beispiel 1 beschriebenen Aufreinigung des 
IGFBP-2-13. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch 

Analvtische Reverse-Phase C18-Chromatographie: 

Die im Assay bioaktive Fraktion 33 aus pH-Pool IV wurden ubcr eine analytische Reverse- 
Phase-Saule aufgetrennt. Die Fraktion 34 enthielt die crfindungsgemaBe Substanz. 

Chromatoeraphiebedineungen: 

Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Vydac RP-C4 5 ym, 300 A 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 0 - 80% B in 80 min, 80 - 100% B in 10 min 

Flufi: 2,5 ml/min 

Detektion: 230 nm 

Chromatographieanlage: Kontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 



Massenbestimmungen 
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Die Massenbestimmungen wurden auf einem Elektrospray-Massenspektrometer durchgefiihrt. 
Die Molekiilmasse des Peplids wurde als 

IGFBP-4-11, 11 344 Da 

bestimmt. 

Scquenzbestimmung 

Die Aminosauresequenz des aufgereinigten, nativen, biologisch aktiven Peptids IGFBP-4-11 
wurde wie unter Beispiel 1 auf der Seite 13 beschrieben durchgefiihrt. 

Es ergab sich die folgende N-terminale Sequenz: 

IGFBP-4-11, MW 11344 Da 

KVNGAPREDARPVPQGSXQSELIIRALERL... 

Der C-Tcrminus wurde durch den Vergleich der gemessenen Molekularmasse mit der aus der 
Sequenz berechneten Masse bestimmt. Die Ubereinstimmung dieser Massen liegt in der Mess- 
genauigkeit des Elektrospray-Massenspektrometers von 0,1% der Gesamtmasse. 

Datenbankvergleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programmpakcts an den SwissProt und 
EMBL-Nucleinsauredatenbanken durchgefiihrt. Die Pcptidsequenz besitzt eine hundert- 
prozentige Identitat zu den aus der cDNA abgeleiteten Aminosauren des humanen IGFBP-4. 

Bestimmung der Schwefelbruckenverknupfung des IGFBP-4-1 1 

Die Analyse der Schwefelbruckenverknupfung erfolgte, indem das native Peptid IGFBP-4-11 
parallel in zwei verschiedenen Ansatzen mit den Endoproteasen Chymotrypsin und Arg-C ge- 
spalten wurde. Die erhaltenen Spaltfragmente wurden dann mittels analytischer Reverse Phase 
Chromatographic voneinander getrennl und der Molekularmassen- und Sequenzanalyse unter- 
zogen. Folgende Fragments welche jeweils zwei Cysteine und eine Schwefelbrucke enthalten, 
wurden erhalten: 
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HPKQCHPALDGQRGKCW, MW 1960 
CVDRKTGVKXPGGLEPKGELDCHQLADSF, MW 3112 
PVPQGSCQSELUR 

MW 3236 

THEDLYIEPIPNCDR 

Daraus ist ersichtlich, dafl im nativen IGFBP-4-1 1 die Schwefelbriicken zwischen Cystein 1 und 
2, zwischen Cystein 3 und 4 sowie zwischen Cyslein 5 und 6 ausgebildet sind. 

Beispiel 4 

Bestimmung der biologischen Aktivitat des IGFBP-4-1 1 

Die Isolierung des IGFBP-4-1 1 erfolgte anhand seiner biologischen Aktivitat in einem Prolife- 
rationsassay mit primaren Knochenzellen (Osteoblasten), die zunachst aus Schadeldecken von 
Rattenembryonen isoliert werden 

Dazu wurden jeweils Aliquots der unter Beispiel 3 beschriebenen einzelnen Chromatographie- 
stufen gefriergetrocknet und anschlieflend dem biologischen Assay zugeftihrt. Die Fraktionen, 
die jeweils ein positives Signal ergaben, wurden der weiteren Aufreinigung unterzogen. Der 
Assay miGt die Proliferation der Zellen, indem 48 oder 72 Stunden nach Zugabe der Fraktionen 
der Einbau von radioaktivera Thymidin, also die DNA-Syntheserate, bestimmt wird. Als Posi- 
tiv-Kontrolle wird in diesern Assay Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta) oder fdtales 
Kalberserum (FCS) eingesetzt. In 96 Loch-Platten werden 5.000 Osteoblasten-Zellen pro Loch 
in serumhaltigem Medium ausgesat. Es erfolgt die Zugabe von Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent 
des Ausgangsmaterials) in die wells. 48 oder 72 Stunden spater wird die Proliferationsrate 
(DNA-Synthescrate) der Zellen mittels der Zugabe und des Einbaus von radioaktivem Thymi- 
dins gemessen. Das Peptid IGFBP-4-1 1 besitzt in dosisabhangigerweise eine proliferations- 
forderende Wirkung auf diese primaren Osteoblasten. Diese Zellen entsprechen typischen Kno- 
chenzellen, so daC man davon ausgehen kann, das IGFBP-4-1 1 ein osteoanaboler Faktor ist. 
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Bcispiel 5 

Isolierung der C-terminalen Domane des IGFBP-3 

Durch ein ahnliches Verfahren wie in den Beispielen 1 und 3 konnte aus Hamofiltrat ein Peptid 
isoliert werden mit einer Masse von 2.470 Dalton (MALDL2481 Dalton) mit der Sequenz: 
HTRIS ELKAE A VKKDRRKKLTQS (?) 

wodurch sich als IGFBP-3 C-terminale Sequenz folgende Sequenz ergibt: 

KVDYESQSTDTQNFSSESKRETC^ 
DKKGFYKJCKQCRPSKGRKJIGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK 

Beispiel 6 

Durch ein ahnliches Verfahren wie in den Beispielen 1 und 3 konnte die N-terminale Domane 
des IGFBP-4 mit der Sequenz 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRCGSGL 
RCYPPRGVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLQPSDKDEGDHPNNSFSPCSAHD 
RRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 
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Beispiel 7 

Bestimmung der C-terminalen Sequenz des IPB-5 durch ein Verfahren wie in den Beispielen 1 
und 3 konnte ein Peptid mit einer Masse von 13,5 kD bestimmt werden. Die Sequenzbestim- 
mung ergab folgende Sequenz: 

KFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHM 

RKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTro 

Die theoretische Masse betragt 12,5 kD, daher ist davon auszugehen, daB das Peptid an Serin 

oder Theronin glykosyliert ist. 
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Patentansprtichc 

1 . Peptide, dadurch gekennzeichnet, daB ilire Aminosauresequenz Teilen der Aminosaure- 
sequenz von Insulin-like growth factor binding protein entspricht sowie cyclische, giy- 
cosylierte, phosphorylierten, acetylierten, amidierten und/oder sulfatierten Derivate. 

2. Peptide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Peptide aus Hamofiltrat 
isoliert werden kdnnen. 

3. Peptide nach einem der Anspriiche 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Pepti- 
de eine Lange von 61 bis 115 Aminosauren aufweisen. 

4. Peptide nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide 
Sequenzen aufweisen, die N- oder C-temninalen Sequcnzen von Insulin-like growth 
factor binding protein entsprechen. 

5. Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4 mit einer Aminosauresequenz 
der Formel 

R r C-X r PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X,-C-R 2 

worm 

R, NH 2 , eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend bis 
zu 41 Aminosauren, X 1 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 
Aminosauren, X 2 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 9 Aminosauren, 
X 3 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 10 Aminosauren, X^ ein Peptid 
mit einer Aminosauresequenz umfassend 18 bis 24 Aminosauren, R 2 COOH, CONH 2 
oder ein Peptid mit bis zu 12 Aminosauren darstellt und cyclische, glycosylierte, phos- 
phorylierte, acetylierte, amidierte, sulfatierte Derivate sowie Fragmente mit der physio- 
logischen Fahigkeit des IGFBP. 

6. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruch 1 bis 5 mit Disulfidbriicken der Formel 



R r C-X r PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X 4 -C-R 3 
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7. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekcnnzeichnet, daB 
X 2 an Position 4 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder X 3 an der 
Position 9 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder X 4 an der Position 
4 oder 5 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder X„ an der Position 9 
oder 10 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist. 

8. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
X, an der Position 8 oder V ist und/oder X, an der Position 1 1 oder I ist und/oder X 2 
an der Position 1 D oder N ist und/oder X 2 an der Position 9 K oder R ist und/oder X 3 
an der Position 3 S oder A ist und/oder an der Position 8 R oder A ist. 

9. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
R, ausgewahlt wird aus 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEP , 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP, 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP, 

KVNGAPREDARPVPQGS, 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGP, 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP. 

10. Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
X, ausgewahlt wird aus 

RIELYRVVESLAKAQETSGEEISKFYL, 

QQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHI, 

RREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHI, 

QSELHRALERLAASQSRTHEDLYHPI, 

RRHMEASLQELKASPRMVPRAVYL, 

RRHLDSVLQQLQTEVYRGAQTLYV. 

1 1 . Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB X, ausgewahlt wird aus 



NKNGFYHSR, 
DKHGLYNLK, 
DKKGFYKKK, 
DRNGNFHPK, 
DRKGFYKRK, 
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DHRGFYRKR. 

12. Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl X 3 ausgewahlt wird aus 

ETSMDGEAGL, 

KMSLNGQRGE, 

RPSKGRKRGF, 

HPALDGQRGK, 

KPSRGRKRGI, 

RSSQGQRRGP. 

13. Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
dafi X 4 ausgewahlt wird aus 

YPWNGKRIPGSPEIRGDPN, 

NPNTGKLOQGAPTIRGDPE, 

DKYGQPLPGYTTKGKEDVH, 

DRKTGVKLPGGLEPKGELD, 

DKYGMKLPGMEYVDGDFQ, 

DRMGKSLPGSPDGNGSSS. 

4. Peptide gemaB mindestens cincm der Anspriiche I bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
dafl R 2 ausgewahlt wird aus 

QIYFNVQN, 

HLFYNEQQEARGVHTQRMQ, 

HLFYNEQQE, 

YSMQSK, 

HQLADSFRE, 

HTFDSSNVE, 

PTGSSG. 

5. Peptide gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Peptide ausgewahlt werden aus 



IBP-1 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNKKWKEPCRIELYRVVESLAKAQETS 

GEEISKFYLPNCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSPEIRG 
DPNCQIYFNVQN 



IGFBP-2 
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GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYS 
LHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECH 
LFYNEQQEARGVHTQRMQ 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERJSTMRLPDERGPLEHLYSLH 
IPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLF 
YNEQQEARGVHTQRMQ 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNV 
LSPRGVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGK 
EDVHCYSMQSK 

KVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGV 

HIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCY 
SMQSK 

HPLHSKIIIIKKGHAKDSQRY 
IGFBP-4 

DEAEHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRC 
GSGLRCYPPRGVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAJQESLQPSDKDEGDHPNNS 
FSPCSAHDRRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 

KVNGAPREDARPVPQGSCQSELHRALERLAASQSRTHEDLY11P1PNCDRNGNF 
HPKQCHPALDGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSFRE 

IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPPJISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPR 
AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQ 
CHTFDSSNVE 

BCF VGG AENTAHPRIIS APEMRQESEQGPCRRI1ME A S LQELKAS PRMVPRA V 
YLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCH 
TFDSSNVE 

HTRISELKAEAVKKDRRKKLTQS 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSVLQQ 
LQTEVYRGAQTLYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMGKSLPG 
SPDGNGSSSCPTGSSG 

16. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
1 5 durch Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat oder Urin, durch Festphasenpeptid- 
synthese oder durch Expression in rekombinanten Mikroorganismen. 
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17. Komplexe von Peptiden gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 bis 15 mit hIGF-I 
(humaner Insulin-like growth factor-I, MW 7649) oder hIGF-II (humaner Insulin-like 
growth factor-II, MW 7491) sowie dessen biologisch aktive Fragmenten und/oder De- 
rivaten, insbesondere amidierten, acetylierten, sulfatierten, phosphorylierten und/oder 
glykosylierten Derivaten. 

18. Nucleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafi sie fur Peptide gemafi mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 15 kodiert. 

19. Antisensenucleotid, dadurch gekennzeichnet, daB es unter stringenten Bedingungen 
eine Nucleinsauresequenz bindet, die flir ein Peptid gemafi mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 15 kodiert. 

20. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dafi er an ein Peptid gemafi mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 15 bindet. 

11. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dafi er die biologische Aktivitat von Peptiden 
gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 bis 15 hemmt. 

12. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dafi er die Expression von Peptiden gemafi minde- 
stens einem der Anspriiche 1 bis 15 hemmt. 

!3. Vcrwendung von Peptiden gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 bis L5, Komplc- 
xen gemafi Anspruch 17, Nucleinsauren gemiifl Anspruch 18, zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der Unterexpression von Insulin-like Growth Factor 
Binding Proteinen. 

4. Verwendung von Antisensenucleotiden gemafi Anspruch 19, Antikorpern gemafi 
Anspruch 20, Inhibitoren gemafi Anspruch 21 und/oder Inhibitoren gemafi Anspruch 
22 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung der Uberexpression Insulin-like 
Growth Factor Binding Proteinen. 



25 



Arzneimittel enthaltend Peptide gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 bis 15, 
Komplexe gemafi Anspruch 17, Nucleinsauren gemafi Anspruch 18, Antisen- 
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senucleotiden gemaB Anspruch 19, Antikorpern gemaB Anspruch 20, Inliibitoren ge- 
maB Anspruch 21 und/oder Inliibitoren gemaB Anspruch 22 in einer pharmazeutisch 
ublichen Darreichungsform zur oralen, intravendsen, intramuskularen, intracutanen, 
intrathekalen Anwendung oder als Aerosol zur transpulmonalen Applikation. 

26. Verwendung eines Arzneimtttels gemaB Anspruch 25 zur Behandlung von Muskel- 
schwun d, Osteroporose, Diabetes, amyloidaier lateraler Sklerose, peripheren und zen- 
tralen Neuropathien, entzundlichen Prozessen, gestorten Entziindungsreaktionen, Tu- 
jnprerlc ra nk u rigeii, ^^B^^_j^jpe g ^u^bea Erkrankungen, Wachstums- 
storung, Erkrankung der Muskulatur, Erkrankung des Knochenapparates und/oder zur 
Wund-^mdKriO£henheilung. - 



27. 



Verwendung der Nucleinsfiure gemaB Anspruch 18 und/oder der Antisensenucleotide 
gemaB Anspmch 19 zur Herstellung eincs Medikamentes zur Behandlung somatischer 
oder nicht-somatischer Generkrankungen. 

28. Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 1 5, 
Komplexe gemaB Anspruch 17, Nucleinsauren gemafl Anspruch 18, Antisensenu- 
cleotide gemaB Anspruch 19, Antikorpern gemaB Anspruch 20, Inhibitoren gemaB An- 
spruch 21 und/oder Inhibitoren gemaB Anspruch 22 sowie weitere Hilfsmittel. 

29. Verwendung der Diagnostikmittel gemaB Anspruch 28 zur Diagnose von Funktions- 
storungen des Knochens, der Muskeln, des Nervensystems, der Lymphorgane, des 
Magen-Darm-Traktes, des Immunsystems, von Diabetes, inflammatorischen und neo- 
plastischen Prozessen sowie als Marker bei Krebs. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prof. Dr. Wolf-Georg Forssmann 
<B) STRASSE: Feodor-Lynen-Str . 31 
(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Insulin-like Growth Factor Bin- 
ding Protein 

Fragmente und ihre Verwendung 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZ EN: 50 

(iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM; PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

Ala Pro Ser Glu Glu Asp His Ser He Leu Trp Asp Ala He Ser Thr 
1 5 io 15 

Tyr Asp Gly Ser Lys Ala Leu His Val Thr Asn He Lys Lys Trp Lys 
20 25 30 

Glu Pro 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro Lys Lys Leu Arg Pro 
1 5 .10 15 

Pro Pro Ala Arg Thr Pro 
20 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 3: 

Gly Lys Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro Lys Lys Leu 
1 5 10 15 

Arg Pro Pro Pro Ala Arg Thr Pro 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 35 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

Gly His Ala Lys Asp Ser Gin Arg Tyr Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin 

1 5 10 15 

Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu 
20 25 30 

Tyr Gly Pro 
35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Lys Val Asn Gly Ala Pro Arg Glu Asp Ala Arg Pro Val Pro Gin Gly 

1 5 10 15 

Ser 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Leu Thr Gin Ser Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pro 
15 10 15 

Arg lie lie Ser Ala Pro Glu Met Arg Gin Glu Ser Glu Gin Gly Pro 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE : 41 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 

Pro Gin Ala Gly Thr Ala Arg Pro Gin Asp Val Asn Arg Arg Asp Gin 
1 5 10 15 

Gin Arg Asn Pro Gly Thr Ser Thr Thr Pro Ser Gin Pro Asn Ser Ala 
20 25 30 

Gly Val Gin Asp Thr Glu Met Gly Pro 
35 40 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 2 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Arg He Glu Leu Tyr Arg Val Val Glu Ser Leu Ala Lys Ala Gin Glu 

15 10 15 

Thr Ser Gly Glu Glu He Ser Lys Phe Tyr Leu 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN: 

(A) LANGE: 31 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gin Gin Glu Leu Asp Gin Val Leu Glu Arg He Ser Thr Met Arg Leu 
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15 10 15 

Pro Asp Glu Arg Gly Pro Leu Glu His Leu Tyr Ser Leu His He 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Arg Arg Glu Met Glu Asp Thr Leu Asn His Leu Lys Phe Leu Asn Val 
15 10 15 

Leu Ser Pro Arg Gly Val His He 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gin Ser Glu Leu His Arg Ala Leu Glu Arg Leu Ala Ala Ser Gin Ser 
15 10 15 

Arg Thr His Glu Asp Leu Tyr lie lie Pro lie 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12:* 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Arg Arg His Met Glu Ala Ser Leu Gin Glu Leu Lys Ala Ser Pro Arg 
15 10 15 

Met Val Pro Arg Ala Val Tyr Leu 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 4 Aminosauren 
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(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Arg Arg His Leu Asp Ser Val Leu Gin Gin Leu Gin Thr Glu Val Tyr 
15 10 15 

Arg Gly Ala Gin Thr Leu Tyr Val 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 

Asn Lys Asn Gly Phe Tyr His Ser Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Asp Lys His Gly Leu Tyr Asn Leu Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Asp Lys Lys Gly Phe Tyr Lys Lys Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 
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( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Asp Arg Asn Gly Asn Phe His Pro Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Asp Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Asp His Arg Gly Phe Tyr Arg Lys Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Glu Thr Ser Met Asp Gly Glu Ala Gly Leu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin Arg Gly Glu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 22: 

Arg Pro Ser Lys Gly Arg Lys Arg Gly Phe 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

His Pro Ala Leu Asp Gly Gin Arg Gly Lys 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Lys Pro Ser Arg Gly Arg Lys Arg Gly lie 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

Arg Ser Ser Gin Gly Gin Arg Arg Gly Pro 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Tyr Pro Trp Asn Gly Lys Arg He Pro Gly Ser Pro Glu He Arg Gly 
1 5 io 15 

Asp Pro Asn 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 27: 

Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu He Gin Gly Ala Pro Thr He Arg Gly 
1 5 io 15 

Asp Pro Glu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Asp Lys Tyr Gly Gin Pro Leu Pro Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu 
1 5 io 15 

Asp Val His 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 
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(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

Asp Arg Lys Thr Gly Val Lys Leu Pro Gly Gly Leu Glu Pro Lys Gly 
15 10 15 

Glu Leu Asp 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

( i ) SEQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
ID) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Asp Lys Tyr Gly Met Lys Leu Pro Gly Met Glu Tyr Val Asp Gly Asp 
15 10 15 

Phe Gin 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

Asp Arg Met Gly Lys Ser Leu Pro Gly Ser Pro Asp Gly Asn Gly Ser 
15 10 15 

Ser Ser 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 
Gin lie Tyr Phe Asn Val Gin Asn 
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1 5 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCE1REIBUNG: SEQ ID NO: 33: 

His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin Glu Ala Arg Gly Val His Thr Gin 
15 10 15 

Arg Met Gin 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 34: 

His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin Glu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

Tyr Ser Met Gin Ser Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 
His Gin Leu Ala Asp Ser Phe Arg Glu 
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1 5 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 37: 

His Thr Phe Asp Ser Ser Asn Val Glu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

Pro Thr Gly Ser Ser Gly 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 118 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 

Ala Pro Ser Glu Glu Asp His Ser lie Leu Trp Asp Ala lie Ser Thr 
15 10 15 

Tyr Asp Gly Ser Lys Ala Leu His Val Thr Asn lie Lys Lys Trp Lys 
20 25 30 

Glu Pro Cys Arg He Glu Leu Tyr Arg Val Val Glu Ser Leu Ala Lys 
35 40 45 

Ala Gin Glu Thr Ser Gly Glu Glu He Ser Lys Phe Tyr Leu Pro Asn 
50 55 60 

Cys Asn Lys Asn Gly Phe Tyr His Ser Arg Gin Cys Glu Thr Ser Met 
65 70 75 80 

Asp Gly Glu Ala Gly Leu Cys Trp Cys Val Tyr Pro Trp Asn Gly Lys 
85 90 95 

Arg He Pro Gly Ser Pro Glu He Arg Gly Asp Pro Asn Cys Gin He 
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100 105 110 

Tyr Phe Asn Val Gin Asn 
115 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 123 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 

Gly Lys Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro Lys Lys Leu 
15 10 15 

Arg Pro Pro Pro Ala Arg Thr Pro Cys Gin Gin Glu Leu Asp Gin Val 
20 25 30 

Leu Glu Arg lie Ser Thr Met Arg Leu Pro Asp Glu Arg Gly Pro Leu 
35 40 45 

Glu His Leu Tyr Ser Leu His lie Pro Asn Cys Asp Lys His Gly Leu 
50 55 60 

Tyr Asn Leu Lys Gin Cys Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin Arg Gly Glu 
65 70 75 80 

Cys Trp Cys Val Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu He Gin Gly Ala Pro 
85 90 95 

Thr He Arg Gly Asp Pro Glu Cys His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin 
100 105 110 

Glu Ala Arg Gly Val His Thr Gin Arg Met Gin 
115 120 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 114 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 

Gly His Ala Lys Asp Ser Gin Arg Tyr Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin 
15 10 15 

Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu 
20 25 30 

Tyr Gly Pro Cys Arg Arg Glu Met Glu Asp Thr Leu Asn His Leu Lys 
35 40 45 

Phe Leu Asn Val Leu Ser Pro Arg Gly Val His He Pro Asn Cys Asp 
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50 55 60 

Lys Lys Gly Phe Tyr Lys Lys Lys Gin Cys Arg Pro Ser Lys Gly Arg 
65 70 75 80 

Lys Arg Gly Phe Cys Trp Cys Val Asp Lys Tyr Gly Gin Pro Leu Pro 
85 90 95 

Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu Asp Val His Cys Tyr Ser Met Gin 
100 105 110 

Ser Lys 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 102 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

Lys Val Asn Gly Ala Pro Arg Glu Asp Ala Arg Pro Val Pro Gin Gly 
15 10 15 

Ser Cys Gin Ser Glu Leu His Arg Ala Leu Glu Arg Leu Ala Ala Ser 
20 25 30 

Gin Ser Arg Thr His Glu Asp Leu Tyr lie lie Pro lie Pro Asn Cys 
35 40 45 

Asp Arg Asn Gly Asn Phe His Pro Lys Gin Cys His Pro Ala Leu Asp 
50 55 60 

Gly Gin Arg Gly Lys Cys Trp Cys Val Asp Arg Lys Thr Gly Val Lys 
65 70 75 80 

Leu Pro Gly Gly Leu Glu Pro Lys Gly Glu Leu Asp Cys His Gin Leu 
85 90 95 

Ala Asp Ser Phe Arg Glu 
100 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43: . 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 113 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 

Leu Thr Gin Ser Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pro 
15 10 15 



Arg lie lie Ser Ala Pro Glu Met Arg Gin Glu Ser Glu Gin Gly Pro 
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20 

Cys Arg Arg His 
35 

Arg Met Val Pro 
50 

Phe Tyr Lys Arg 
65 

lie Cys Trp Cys 

Tyr Val Asp Gly 
100 

Glu 



Met Glu Ala Ser 
40 

Arg Ala Val Tyr 
55 

Lys Gin Cys Lys 
70 

Val Asp Lys Tyr 
85 

Asp Phe Gin Cys 



25 

Leu Gin Glu Leu 



Leu Pro Asn Cys 
60 

Pro Ser Arg Gly 
75 

Gly Met Lys Leu 
90 

His Thr Phe Asp 
105 



30 

Lys Ala Ser Pro 
45 

Asp Arg Lys Gly 

Arg Lys Arg Gly 
80 

Pro Gly Met Glu 
95 

Ser Ser Asn Val 
110 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 119 Aminosauren 

( B ) ART : Ami nosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 

Pro Gin Ala Gly Thr Ala Arg Pro Gin Asp Val Asn Arg Arg Asp Gin 
15 10 15 

Gin Arg Asn Pro Gly Thr Ser Thr Thr Pro Ser Gin Pro Asn Ser Ala 
20 25 30 

Gly Val Gin Asp Thr Glu Met Gly Pro Cys Arg Arg His Leu Asp Ser 
35 40 45 

Val Leu Gin Gin Leu Gin Thr Glu Val Tyr Arg Gly Ala Gin Thr Leu 
50 55 60 

Tyr Val Pro Asn Cys Asp His Arg Gly Phe Tyr Arg Lys Arg Gin Cys 
65 70 75 80 

Arg Ser Ser Gin Gly Gin Arg Arg Gly Pro Cys Trp Cys Val Asp Arg 
85 90 95 

Met Gly Lys Ser Leu Pro Gly Ser Pro Asp Gly Asn Gly Ser Ser Ser 
100 105 110 

Cys Pro Thr Gly Ser Ser Gly 
115 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 121 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro Lys Lys Leu Arg Pro 
15 10 15 

Pro Pro Ala Arg Thr Pro Cys Gin Gin Glu Leu Asp Gin Val Leu Glu 
20 25 30 

Arg lie Ser Thr Met Arg Leu Pro Asp Glu Arg Gly Pro Leu Glu His 
35 40 45 

Leu Tyr Ser Leu His lie Pro Asn Cys Asp Lys His Gly Leu Tyr Asn 
50 55 GO 

Leu Lys Gin Cys Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin Arg Gly Glu Cys Trp 
65 70 75 80 

Cys Val Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu lie Gin Gly Ala Pro Thr lie 
85 90 95 

Arg Gly Asp Pro Glu Cys His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin Glu Ala 
100 105 110 

Arg Gly Val His Thr Gin Arg Met Gin 
115 120 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 

Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser 
15 10 15 

Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu Tyr Gly Pro Cys Arg Arg Glu Met Glu 
20 25 30 

Asp Thr Leu Asn His Leu Lys Phe Leu Asn Val Leu Ser Pro Arg Gly 
35 40 45 

Val His lie Pro Asn Cys Asp Lys Lys Gly Phe Tyr Lys Lys Lys Gin 
50 55 60 

Cys Arg Pro Ser Lys Gly Arg Lys Arg Gly Phe Cys Trp Cys Val Asp 
65 70 75 80 

Lys Tyr Gly Gin Pro Leu Pro Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu Asp 
85 go 95 

Val His Cys Tyr Ser Met Gin Ser Lys 
100 105 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 21 Arninosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht befcannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 

His Pro Leu His Ser Lys He He He He Lys Lys Gly His Ala Lys 

15 10 15 

Asp Ser Gin Arg Tyr 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 135 Arninosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 

Asp Glu Ala He His Cys Pro Pro Cys Ser Glu Glu Lys Leu Ala Arg 
15 10 15 

Cys Arg Pro Pro Val Gly Cys Glu Glu Leu Val Arg Glu Pro Gly Cys 
20 25 30 

Gly Cys Cys Ala Thr Cys Ala Leu Gly Leu Gly Met Pro Cys Gly Val 
35 40 45 

Tyr Thr Pro Arg Cys Gly Ser Gly Leu Arg Cys Tyr Pro Pro Arg Gly 
50 55 60 

Val Glu Lys Pro Leu His Thr Leu Met His Gly Gin Gly Val Cys Met 
65 70 75 80 

Glu Leu Ala Glu He Glu Ala He Gin Glu Ser Leu Gin Pro Ser Asp 
85 90 95 

Lys Asp Glu Gly Asp His Pro Asn Asn Ser Phe Ser Pro Cys Ser Ala 
100 105 HO 

His Asp Arg Arg Cys Leu Gin Lys His Phe Ala Lys He Arg Asp Arg 
115 120 125 

Ser Thr Ser Gly Gly Lys Met 
130 135 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 49: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 109 Arninosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pro Arg He He Ser 
15 10 15 

Ala Pro Glu Met Arg Gin Glu Ser Glu Gin Gly Pro Cys Arg Arg His 
20 25 30 

Met Glu Ala Ser Leu Gin Glu Leu Lys Ala Ser Pro Arg Met Val Pro 
35 40 45 

Arg Ala Val Tyr Leu Pro Asn Cys Asp Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg 
50 55 60 

Lys Gin Cys Lys Pro Ser Arg Gly Arg Lys Arg Gly He Cys Trp Cys 
65 70 75 80 

Val Asp Lys Tyr Gly Met Lys Leu Pro Gly Met Glu Tyr Val Asp Gly 
85 90 95 

Asp Phe Gin Cys His Thr Phe Asp Ser Ser Asn Val Glu 
100 105 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 50: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 50: 

His Thr Arg He Ser Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Lys Lys Asp Arg 

15 10 15 

Arg Lys Lys Leu Thr Gin Ser 
20 
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IPK 6 C07K C12N A61K G01N C07H 



Recherchierte aber rttcnt zum Mindestprufstoff gehbrende Verdflertlichungen, soweit dies© urrter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttierte etektrontsche Datenbank (Name der Oatenbank und evtt. verwendete Suchbegrffte) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeicnnung der Veroffentlichung, sowert erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 725 080 A (SNOW BRAND MILK PROD CO 
LTD) 7. August 1996 



1,4-8, 
10-14, 
16,18, 
25-29 



siehe Seite 3, Zeile 50 
siehe SeqID. 9; 
siehe Seite 8, Zeile 33 
Anspruche; Beispiele 



Seite 4, Zeile 2 
Zeile 37; 

_/__ 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fort3etzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen 

"A* Verbtfentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokumenl, das jedoch erst am oder nachdem internationalen 
Anmeidedatum veroffentlicht word en ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zwetfelhart er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungadatum einer 
anderen im Recherche nbencht genannten Veroffentlichung Qelegt warden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die stch auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausetellung oder andere Maflnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem intemaiionalen Anmetdedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroftenttichung. die nach dem internationalen Anmeidedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Veretandnis des der 
Eriindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundetiegenden 
Theohe angegeben est 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkert beruhand betrachtet warden 

Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
worden, wenn die Veroffentlichung mrt einer Oder mehreren anderen 
Verofferttlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dies* Verbindung fur einen Fachmann nan el legend ist 

Veroffentlichung. die Mitglied derseben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

18. Mai 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

08/06/1999 


Name und Postanschnft der internationalen Recherchenbehdrde 
Europaischee Patentarm. P.B. 5818 Patontlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31*70) 340-2040. Tk. 31 651 epo nl. 
Fax: (1-31-70)340-3016 


Bevollm&cftttgter Bedienstetar 

Fuhr, C 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter., donates Aktcnzeichen 

PCT/EP 98/08405 



C(FbrUetzung) ALS WESENTUCH ANGE5EHENE UNTERLAGEN 



Katdgona" Bezeicnnung d&f VerfSflentltcnung. soweit orforderBch untw Angab* dec in Betracnt kommenden Tetle 



Botr. Anspruch Nr. 



p,x 



KALUS , WENZEL ET AL: "Structure of the 
IGF-b1nd1ng domain of the 1nsulin-like 
growth factor-binding protein-5 (IGFBP-5): 
implications for IGF and IGF-I receptor 
interactions" 

EMBO J. (1998), 17(22), 6558-6572 COOEN: 
EMJ00G;ISSN: 0261-4189,16. November 1998, 
XP002103022 

siehe Fragment 135-246 des IGFBP-5 
slehe Selte 6559, Unke Spalte, Absatz 2; 
Abb 11 dung 1 

WO 97 30084 A (GENETICS INST) 
21. August 1997 



Siehe SeqIO. 6 und Anspruch 11 
siehe Selte 7, Zelle 20 - Zelle 30; 
Anspruche; Belsptele 

WO 96 02565 A (CELTRIX PHARMA) 

1. Februar 1996 

siehe Anspruche; Beispiele 

WO 96 01636 A (WERTHER GEORGE ARTHUR 
; ROYAL CHILOREN S HOSPITAL RESE (AU); 
WRAIGH) 25. Januar 1996 
siehe Anspruche; Beispiele 



1,3-8, 
10-13 



1,4,7,8, 

10-14, 

16,18, 

20,23, 

25-29 



1,23 



1,23 



Foimbtait PCT AS A/710 (FortMtzuig von Btort 2) (Jiii 1 &9?) 



S<i1tp 7 vnn 7 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



1 1 ut-rnationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/08405 



Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich ais nicht recherchieroar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Gemafl Artikel 17(2)a) wurde aus tolgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



1. [X] AnsprOcheNr. 



— weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Be horde nicht verpflictitet ist. namiich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 26 und 27 sich auf ein Verfahren 2ur 
Behandlung des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt . Sie grundete sich auf die angefiihrten 
Wirkungen der Verbindung/Zusaramensetzung. 



weil sie sich auf Teile der rnternationaten Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Antorderungen so wenig entsprechen, 
daft eine sinnvolle internationate Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich 



weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



Feld il Bemerkungen bei mangelnder Etnheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dafl diese internationale Anmeldung mehrere Ertindungen enthatt: 



1 . Da der Anmelder alte ertordertichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 



tnternationale Recherchenbericht auf alte recherchierbaren Anspruche. 



□ Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
zusatzliche Recnerchengebiihr gerechttertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I | Da der Anmelder nur einige der ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
< — i internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fiir die Gebiihren entrichtet worden sind, namiich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er- 
fafit: 



Bemerkungen hinsichttlch eines Wlderspruchs Die zusatzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt. 








Die Zahlung zusatzbcher Recherchengebuhren ertotgte ohne Widerspruch. 



Formbtatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (i))(Juli 1998> 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angacon zu verorremticnungen. ate zur seiben PatentiantHid gehoren 



IntertMuionaies Aktonzocnen 

PCT/EP 98/08405 



im Recherchenbericht 
angetiihrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdflenttichung 



Mitgtied(er) der 
Patenttamiiie 



Datum der 
Veroftentii chung 



EP 


0725080 


A 


07- 


-08- 


1996 


AU 


2753595 A 


19-01-1996 














FI 


960706 A 


12-04-1996 














NO 


960766 A 


24-04-1996 














NZ 


288352 A 


19-12-1997 














CA 


2169953 A 


04-01-1996 














CN 


1129944 A 


28-08-1996 














WO 


9600240 A 


04-01-1996 


WO 


9730084 


A 


21- 


-08- 


1997 


US 


5843675 A 


01-12-1998 














US 


5712381 A 


27-01-1998 














AU 


2268697 A 


02-09-1998 














US 


5891675 A 


06-04-1999 


— — 
WO 


9602565 


A 


01- 


-02- 


1996 


AU 


3099995 A 


16-02-1996 














CA 


2195474 A 


01-02-1996 














EP 


0800530 A 


15-10-1997 














JP 


10512235 T 


24-11-1998 


wo 


9601636 


A 


25- 


-01- 


1996 


AU 


692278 B 


04-06-1998 














AU 


2875395 A 


09-02-1996 














CA 


2194366 A 


25-01-1996 














EP 


0776210 A 


04-06-1997 














JP 


10508286 T 


18-08-1998 














NZ 


289023 A 


26-01-1998 



Fomoua PCMSA/210 (rtitang PatenrtwndrtHJul 1992) 



